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La caballa, Scomber japonicus, es un pez pelágico cosmopolita y es uno de los 5 
principales recursos en la pesquería nacional y mundial. La evaluación del recurso se 
centra en aspectos biológicos, ecológicos y pesqueros; sin embargo, se conoce poco 
del aspecto genético de este recurso en el mar peruano, información fundamental para 
el manejo del recurso y su adaptación a las condiciones del cambio climático.          
En el presente estudio se evaluó la diversidad genética de la caballa y se emplearon 10 
marcadores moleculares (EPIC-PCR) en muestras de 3 zonas del Perú (norte, centro y 
sur). De estos, 8 marcadores intrónicos amplificaron, fueron estandarizados (se 
determinaron las condiciones de PCR), corridos en geles de poliacrilamida y 
genotipados. Se obtuvieron 3 marcadores monomórficos (GnRH3-1, GnRH3-2 y Act-2), 
3 dimórficos (GnRH3-3, Am2B-1 y MHCII), y 2 polimórficos (Am2B-3 y Cam-4); de los 
cuales, Cam-4 fue el único polimórfico e informativo. 
La diversidad genética en la población total de caballa empleando Cam-4 fue moderada 
(He: 0.422) con significativo desequilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) con un déficit de 
heterocigotos, con alto coeficiente de endogamia (Fis =0.69). A nivel local, las 
poblaciones de Paita (zona norte) e Ilo (zona sur) evidencian un significativo 
desequilibrio de HW mientras que la población de Ventanilla (zona centro) se halla en 
equilibrio. Posibles causas como la alta probabilidad de alelos nulos (raro en intrones) y 
el efecto hitchhiking podrían estar presentándose.   
 
Palabras clave: Caballa, Scomber japonicus, mar peruano, marcadores intrónicos, 
EPIC-PCR, polimorfismo, diversidad genética  
 ABSTRACT 
 
Chub mackerel, Scomber japonicus, is a cosmopolitan pelagic fish and is one of the 5 
main resources in the national and world fishery. The evaluation of the resource focuses 
on biological, ecological and fisheries aspects; however, little is known about the genetic 
aspect of the chub mackerel population in the Peruvian sea, fundamental information for 
the management of the resource and its adaptation to the conditions of climate change. 
In the present study the genetic diversity of mackerel was evaluated, 10 molecular 
markers were used in samples from 3 zones of Peru (north, center and south) using 
universal primers (EPIC-PCR). Of these, 8 intronic markers were amplified, standardized 
(determined PCR conditions), run on polyacrylamide gels and genotyped. Three 
monomorphic (GnRH3-1, GnRH3-2 and Act-2), 3 dimorphic (GnRH3-3, Am2B-1 and 
MHCII), and 2 polymorphic (Am2B-3 and Cam-4) markers were obtained; Of which, 
Cam-4 was the only polymorphic and informative. 
Genetic diversity in the total chub mackerel population using Cam-4 was moderate (He: 
0.422) with significant Hardy-Weinberg disequilibrium (HWE) with heterozygous deficit 
and a high inbreeding coefficient (Fis = 0.69). At the local level, the populations of Paita 
(northern zone) and Ilo (southern zone) show a significant disequilibrium of HW while 
the population of Ventanilla (central zone) is in equilibrium. Possible causes like the high 
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La caballa (Scomber japonicus) es un pez pelágico de amplia distribución mundial y 
forma parte de los 5 recursos más importantes para la pesquería peruana y mundial 
(Estrella & Swartzman, 2010). El Pacífico Sudoriental es conocido por ser una de las 
zonas pesqueras más productivas en el mundo, caracterizada por la variación 
climática que influye en gran medida en su producción (Chavez et al., 2003). 
 
Algunos temas centrales para el aprovechamiento de un recurso pesquero son la 
identificación de unidades poblacionales y el monitoreo, para regular el esfuerzo de 
explotación (Coyle, 1998). Al respecto, la información del recurso y las medidas de 
manejo, en Perú, se centran en evaluar aspectos biológicos (crecimiento, 
reproductivo), ecológico (trófico) y pesqueros (capturas, tallas) (Caramantín et al., 
2008, 2009; IMARPE, 2013; Alegre, 2015; Caramantín, 2006). Sin embargo, el 
recurso caballa estuvo sobreexplotado y muy cerca de su capacidad máxima entre 
1993 y 2003 (Caramantín, 2006). Si bien éstos son varios aspectos de la especie, 
dada la importancia del recurso para el país sería conveniente agregar una 
contraparte que otorgue información genética de la caballa en nuestro país que 
viene siendo escasa y fundamental; y conociendo que el colapso de la pesquería de 
la caballa (Scomber japonicus) ha sido reportado en una de las principales zonas de 
pesca para este recurso en el mundo (Cheng et al., 2015). 
 
Actualmente se conoce que los recursos genéticos cumplirán un rol clave para la 
alimentación ante el cambio climático debido a que la diversidad genética intra-





2015) por lo que sería necesaria la evaluación y caracterización de la diversidad 
genética que brindaría información sobre el estado genético poblacional de la 
caballa que representa un importante recurso económico y que cumple un vital rol 
dentro del Ecosistema de la Corriente Peruana, asimismo, contribuiría a las 
desiciones de manejo pesquero en el ámbito regional considerando su amplia 
distribución. 
 
El estado genético actual de la población de la caballa se podría determinar 
mediante la evaluación de la diversidad genética empleando varios marcadores 
moleculares. La caballa ha sido evaluada anteriormente empleando la región 
hipervariable I (mitocondrial) y el microsatélite SJT18 (nuclear). Información 
proveniente de más marcadores ayudan a mejorar el conocimiento de la especie; en 
este estudio, se evalúan marcadores intronicos (nucleares), conocidos por acumular 
mutaciones, ser codominantes (mostrando información materna y paterna) y que 
han sido empleados en evaluaciones genético-poblacionales en peces e 
invertebrados, ayudando a determinar la diversidad genética así como la 









2 MARCO TEÓRICO 
2.1 Distribución geográfica 
La caballa, Scomber japonicus, es una especie oceánica cosmopolita, que habita en 
aguas templadas y cálidas del Océano Pacífico, Atlántico, Índico y mares 
adyacentes (Collette y Nauen, 1983). Habita sobre el talud continental desde la 
superficie hasta los 300 metros de profundidad, alcanzando los niveles más 
profundos durante el día (Lozano Rey, 1952; Collette y Nauen, 1983; Castro, 1991). 
 
En el Pacífico Sudoriental se extiende desde Panamá hasta Bahía Darwin, en Chile, 
incluyendo las Islas Galápagos (Chirichigno y Cornejo, 2001, Castro y Santana, 
2000; Caramantín et al., 2009).La caballa se distribuye a lo largo de toda la costa 
sobrepasando las 100 millas fuera de la costa, limitada por el frente de penetración 
de aguas oceánicas (Tsukayama, 1983). 
2.2 Descripción morfológica 
Descrisión morfológica según Castro y Santana (2000) 
Nombre científico: Scomber japonicus 








Scomber japonicus (Houttuyn, 1782) tiene el cuerpo fusiforme e hidrodinámico, de 
una forma alargada y redondeada con hocico puntiagudo, pedúnculo caudal delgado 
y aletillas dispuestas en una serie dorsal y ventral. La cabeza es pequeña y la 
mandíbula inferior ligeramente prominente. La boca es amplia y los dientes del 
adulto son delgadas, más aún en el vómer, proyecciones cónicas situado en una 
sola línea sobre cada uno de los premaxilares y mandíbulas.  
 
La zona dorsal en peces vivos es de color verde pálido (verde oscuro a acero-azul 
en peces muertos), atravesado por líneas onduladas de azul acero débil. Las zonas 
inferiores son de color amarillo, el vientre plateado con numerosas manchas 
redondeadas oscuras que están ausentes en individuos muy jóvenes. Con vejiga 
natatoria presente. La primera aleta dorsal comprende de 9-10 espinas, la distancia 
desde la última espina dorsal (primera aleta dorsal) hasta el origen de la segunda 
aleta dorsal es menos que la longitud de la base de la primera aleta dorsal (Castro 




La caballa es un pez omnívoro y su alimentación depende de la disponibilidad y 
distribución de presas que a su vez dependen de condiciones ambientales (Kramer, 
1969; Castro, 1991; Espinoza et al., 1998; Alegre, 2015). Los peces y el zooplancton 
(representados mayormente por los copépodos y los eufáusidos) son muy 
importantes en la dieta de la caballa (Miñano y Castillo, 1971; Antezana, 2010) y a 
pesar de que los ítems alimentarios de la caballa alcanzan una amplia variabilidad 
de grupos taxonómicos, la dieta con dominancia está conformada principalmente 




Los huevos y larvas de peces, moluscos, otros crustáceos y algas macroscópicas 
también están presentes pero con menor frecuencia (Mejía et al., 1970; Miñano y 
Castillo, 1971; Mendo, 1984; IMARPE & PRODUCE, 2009; IMARPE, 2013). Estos 
ítems alimentarios coinciden con los vistos en la caballa del Mar Argentino donde se 
evidencia el canibalismo sobre sus huevos (Pájaro, 1993), además de salpas y 
anfípodos en juveniles en Turquía (Sever et al., 2006). En el contenido estomacal 
de caballa, Miñano y Castillo (1971), encontraron los siguientes peces en orden de 
importancia: anchoveta (Engraulis ringens), caballa, anchoveta blanca (Anchoa sp.), 
machete (Brevoortia maculata chilcae) y sardina (Sardinops sagax). 
 
Mendo (1984) reporta varios géneros de fitoplancton en el contenido estomacal 
(Chaetoceros, Coscinodiscus, Thalassiosira y Skelotema) que tienen una presencia 
relativamente alta y constante; sin embargo, se debería a que la caballa tiene un alto 
requerimiento de oxigenación y que al abrir la boca para ventilar de mejor manera 
las branquias estaría ingiriendo fitoplancton. La caballa no podría ser considerada 
como un pez filtrador debido al reducido número de branquiespinas en comparación 
con la anchoveta (filtrador), lo cual corroboraría lo anterior. 
2.4 Reproducción 
La caballa, en Perú, desova desde Cabo Blanco hasta San Juan (04° 0.1’S a 15° 30’ 
S; Santander y De Castillo, 1972), fuera de las 100 millas de la costa y limitada por 
el frente de penetración de aguas oceánicas (Tsukayama, 1983), la principal zona 
de desove está confinada a la Dorsal de Nazca. Realiza fertilización externa y 
presenta reproducción parcial o asincrónica debido a una actividad gonadosomática 
constante, es decir, que desova más de una vez en el año mediante baches o tandas 
(Peña et al., 1986; Buitrón y Perea, 1998). Aunque el desove se da durante todo el 
año, las principales temporadas de desove de la caballa peruana se dan en verano 
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(de Enero a Marzo) y a fines de primavera (el segundo periodo importante pero de 
menor intensidad) (Miñano y Castillo, 1971; Mejía et al., 1970; Mendo, 1984). 
Caramantín et al. (2009) concuerda con los anteriores autores obteniendo los más 
altos valores de Índice Gonadosomático (IGS) en verano. Respecto a la talla de 
primera madurez, esta fue estimada por algunos autores con ligeras variaciones, 
siendo de 31,5 cm y una proporción sexual de 1:1 (Miñano y Castillo, 1971); y de 
32.25- 34.2 cm (Mendo, 1984). 
 
2.5 Comportamiento 
La caballa es una especie gregaria y se desplaza en cardúmenes. Este 
comportamiento lo observó Watanabe (1970) quien reportó que larvas de caballa de 
aproximadamente 30 mm ya empezaban a presentar este comportamiento.  
 
En el Pacífico Suroriental es frecuente encontrarla en cardúmenes uniformes, donde 
todos los individuos son conespecíficos; y en cardúmenes mixtos con Trachurus 
symmetricus y Sardinops sagax (Gutiérrez et al., 2007). Se ha observado que estos 
cardúmenes se conforman de individuos de tallas similares, sean uniformes o mixtos 
(Martinez et al., 2006). En las Islas Canarias, Castro (1991) encontró juveniles de 
caballa formando cardúmenes con individuos de Sardina pilchardus, Boops boops y 
Atherina presbyter. Además se observó en el Mar de Japón que los cardúmenes de 





2.6 Unidades poblacionales en el Pacifico Suroriental 
Esta especie habita frente a las costas del Oceano Pacífico desde Asia hasta 
América. Stepien y Rosenblatt (1996) anotaron que los trópicos se convierten en una 
barrera entre las poblaciones norte y sur de caballa a lo largo del Pacífico Sudeste. 
Referente a la identificación de unidades poblacionales en el Pacífico Suroriental, 
área que abarca las costas de Ecuador, Perú y Chile; la información bibliográfica es 
reducida (IFOP, 2007) pero hay dos trabajos al respecto: 
 
 
• Los resultados de Serra et al. (1982), basándose en estudios sobre áreas de 
desove sugieren la existencia de dos poblaciones, una en la zona norte-
centro de Perú y la otra en el norte de Chile. Estudios hechos en Ecuador 
(García, 1983) y Perú (Santander y De Castillo, 1972) acerca de áreas de 
desove refuerzan esta teoría (IFOP, 2007).  
 
• Por otro lado, Dawson (1986) consideró parámetros de crecimiento para 
destacar que hay dos stocks en el Pacífico Suroriental, un stock abarcaría 
Ecuador y el norte de Perú; y el otro stock las aguas del sur de Perú y Chile, 
habiendo una zona central de mezcla entre estos dos stocks. Esto coincide 
con lo visto en otros estudios (Menz y Pizarro, 1988; IFOP, 2007).  
 
2.6.1 Pesquerías mundial y nacional  
 
2.6.2 Pesquería mundial 
Las capturas de este recurso son reportadas a FAO desde 13 áreas de pesca, pero 
la mayor parte proviene del área 61 (Pacífico Noroeste, Mar de Japón y China) y el 
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área 34 (Atlántico Centro-oriental, oeste de África); algunos países han manejado 
esquemas de manejo y regulaciones locales para proteger los stocks como, por 
ejemplo, Japón y China (Ishida et al., 2009; Hiyama et al., 2002; Chen et al., 2009). 
 
Los stocks de caballa están plenamente explotados en el Pacífico Este y 
sobreexplotados en el Pacífico Noroeste (FAO, 2016). Actualmente se ubica en el 
quinto lugar en desembarques a nivel mundial, con 1.5 - 1.8 millones de toneladas 
(FAO, 2014; FAO, 2016). 
 
2.6.3 Pesquería nacional 
 
La caballa, Scomber japonicus, junto con la anchoveta (Engraulis ringens), sardina 
(Sardinops sagax) y el jurel (Trachurus murphyi) son los principales recursos que 
contribuyeron al desarrollo de una de las principales pesquerías a nivel mundial, la 
pesquería peruana (Alegre et al., 2013). 
 
En el Perú, la pesquería de este recurso se inició en los años 60’s, a comienzos de 
la siguiente década llegó a 410 302 t pero en 1972 hubo un declive drástico de los 
desembarques de la anchoveta Engraulis ringens (hasta la décima parte de su 
biomasa total inicial) debido al evento El Niño 1971-1972 y a una intensa presión 
pesquera. Adicionalmente, se generó un gran cambio en la estructura comunitaria 
de peces pelágicos (Jordán, 1983), con aumento en las capturas de sardina, 
Sardinops sagax; jurel Trachurus symmetricus murphyi; y caballa Scomber 
japonicus (incremento de 70%, 81% y 100% respectivamente). Luego en los años 
80’s el recurso incrementó su producción llegando a 362 000 t. Luego se dio una 
declinación en el periodo 2000-2003 y esto ha persistido (Caramantín et al., 2008), 
capturándose en 2007, 52 000 t. En el periodo 2013 - 2014 se mantuvo entre 33 000 
y 34 000 t aproximadamente (IMARPE, 2013; IMARPE, 2014). Los principales 
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puertos de desembarque son Chimbote, Chicama, Paita, Végueta, Chancay y 
Pisco.  
 
2.6.4 Situación actual 
 
En la economía peruana, la caballa es importante por su abundancia y valor 
comercial, siendo utilizado principalmente para la producción de alimentos a base 
de pescado (harina y aceite) y como un recurso alimenticio para la población. 
Actualmente se encuentra en tercer lugar de importancia entre las especies 
pelágicas de importancia pesquera, después de la anchoveta y el jurel (Estrella y 
Swartzman, 2010). 
 
Caramantín (2006) menciona que la población de caballa fue sobreexplotada o que 
estaba próxima a la capacidad máxima basándose en modelos de rendimiento por 
recluta y análisis de cohorte, entre 1993 y 2003. Además se estableció para la 
caballa, entre otras especies, el uso exclusivo de consumo humano directo y la 
explotación racional de los recursos en un contexto de conservación y sostenibilidad 
de este recurso mediante el Reglamento de Ordenamiento Pesquero de Jurel y 
Caballa (DS N°. 001-2002-PRODUCE, DS N°. 011-2007-PRODUCE; Ñiquen et al., 
2013). La talla mínima de captura es de 29 cm de longitud de horquilla y 32 cm de 
longitud total con una tolerancia máxima de 30% (Zuzunaga, 2013). 
2.6.5 Estudios Genetico Poblacionales en Scomber japonicus. 
El stock de Scomber japonicus del Pacifico Noreste ha sido ampliamente estudiado 
a nivel genético poblacional. Primeramente estudios morfométricos y basados en 
alozimas en la población de S. japonicus que habita frente a Taiwan reportó dos 
stocks del recurso frente a Taiwan (Lin, 1998; Tzeng & Yeh, 2007), pero 
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posteriormente con el análisis de secuencias de la región de control mitocondrial se 
sugirió la presencia de una sola unidad poblacional en las costas de Taiwan (Tzeng 
et al., 2007).  
En el mar de China, se detectaron mediante microsatélites la presencia de dos 
stocks con altos niveles de diversidad genética (He = 0.7) y moderada diferenciación 
genética (Fst=0.067) entre las poblaciones del Este y el Sur de China (Zeng et al., 
2012). Similar estructuración fue detectada con secuencias del gen citocromo b (Zhu 
et al., 2014). Cheng et al. (2015) mediante microsatélites detectaron tres poblaciones 
en el Pacifico Norte: Mar Este de China, Mar Amarillo y Mar de Japón. 
El stock de Scomber japonicus, que habita en el Pacifico Suroeste, en el mar 
peruano ha sido recientemente estudiado. Barahona (2014), realizó el primer estudio 
genético poblacional en esta población, usando la región hipervariable I del ADN 
mitocondrial revelando una alta diversidad haplotípica (Hd = 0.859) y baja diversidad 
nucleotídica (π = 0.0094), con una graduación latitudinal de la diversidad local, 
mayor al sur y menor al norte. Con escasa o débil diferenciacion poblacional (Fst = 
0.013), concluyendo en la presencia de una sola unidad poblacional. Asi mismo se 
detectó que esta población habia atravesado un evento de expansión poblacional 
reciente, semejante escenario se ha descrito para otras especies ícticas en el mismo 
hábitat: la merluza (Ore, 2011) y pejerrey (DeVille, 2016). 
2.7 Fuerzas de evolución 
La variabilidad genética en una población es afectada principalmente por los 
siguientes factores: la deriva génica, la selección natural, mutación y flujo génico (que 
tienen efectos generales o particulares). La deriva génica actúa reduciendo la 
cantidad de variabilidad mientras que la mutación aumentándola; otros factores como 
la selección y el flujo génico pueden incrementar o reducir la variabilidad según la 
situación (Levin, 2009). Ningún factor actúa únicamente a la población (Freeland et 
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al., 2011), la combinación de estos factores puede generar diferentes niveles y 
patrones de variabilidad genética (Levin, 2009).   
 
2.7.1 Deriva génica 
 
La deriva génica es una fuerza evolutiva y se refiere a cambios aleatorios en la 
frecuencia alélica producto de una variación de muestreo de gametos (sampling) de 
una generación a otra, durante la reproducción (Avise, 2004). La deriva y la selección 
natural son las causas más importantes de sustitución alélica en las poblaciones 
(Futuyma, 2005; Graun & Li, 2000). Esta fuerza evolutiva se hace más evidente en 
poblaciones pequeñas (Templeton, 2006, Freeland et al., 2011), afectando el 
desempeño de estas, como es el caso de las poblaciones animales bajo condiciones 
de cautiverio (Allendorf, 1986).  
 
Los cambios de la frecuencias alélicas no pueden ser predichas exactamente en 
dirección, ni en magnitud y no tienen una tendencia a retornar a las frecuencias 
alélicas ancestrales. Por lo general se espera que la desviación a causa de la deriva 
sea mayor desde las condiciones iniciales hacia generaciones siguientes en el 
tiempo. La deriva génica genera pérdida de variabilidad genética en las poblaciones, 
mediante la pérdida y fijación de alelos, en ausencia de selección, lo que reduce el 
potencial evolutivo de las poblaciones (Allendorf, 1986; Templeton, 2006; Freeland 
et al., 2011). 
2.7.2 Flujo génico 
 
Las poblaciones son frecuentemente divididas en unidades más pequeñas debido a 
factores geográficos (su hábitat no es continuo), ecológicos o de comportamiento como 
la territorialidad en aves o la formación de colonias en insectos (Levin, 2009). 
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El flujo génico es el movimiento de alelos de una población a otra y es uno de los 
más importantes determinantes de diferenciación genética. El flujo génico mediante 
dispersión, que se refiere al movimiento de individuos o propágulos entre 
poblaciones; o migración, movimiento periódico de individuos de o hacia una locación 
determinada; solo se considera válida para los individuos que se reproduzcan en la 
población a la que migraron (Eguiarte et al., 2007; Freeland et al., 2011).   
El flujo génico mantiene la conectividad entre los subgrupos o subpoblaciones y 
difiere en magnitud entre subgrupos. Cuando el flujo génico entre las subpoblaciones 
es alto, hay una homogeneización de la variabilidad genética entre estas unidades; 
pero cuando el flujo génico es bajo entre estas, la deriva génica, la selección y hasta 
la mutación intervienen pudiendo dirigir a las subpoblaciones a una diferenciación 
genética (Levin, 2009).  
Si bien el flujo génico es considerado frecuentemente como una fuerza limitante en 
evolución debido a su efecto homogeneizador sobre la población, Wright enfatiza en 
que puede ser una fuerza creadora en evolución debido a que con el flujo se pueden 
adquirir alelos y combinaciones de estos (Slatkin, 1987). 
 
2.7.3 Selección natural 
 
La selección natural es la fuerza evolutiva que lleva a la reproducción diferencial de 
organismos genéticamente distintos o genotipos en una población, afectando las 
frecuencias genéticas y generando un incremento o reducción de la variabilidad 
genética (Graur & Li, 2000; Freeland et al., 2011). 
La reproducción diferencial entre individuos se debe a diferencias relacionadas a la 




El papel de la selección es ampliamente aceptada referente a caracteres 
morfológicos; sin embargo, su importancia a nivel molecular se encuentra en continuo 
debate (Eguiarte et al, 2007).  
La selección puede ser considerada de dos tipos: la selección positiva y la negativa. 
La selección positiva es un mecanismo por el que los nuevos mutantes poseen 
adecuaciones mayores que el promedio de individuos de la población y la frecuencia 
de estos mutantes aumenta. En la selección negativa los mutantes muestran una 
adecuación debajo del promedio de los individuos de la población y su frecuencia 




El proceso de replicación del ADN generalmente produce secuencias idénticas; sin 
embargo, en algunas raras ocasiones se producen errores tanto en la replicación 
como en la reparación del ADN generando nuevas secuencias. A este proceso que 
ocurre a nivel molecular se le llama mutación y es la fuente esencial de variación 
genética en la evolución (Templeton, 2006). Las mutaciones generadas son 
heredadas si estas se presentan en células germinales pero no cuando se dan en 
células somáticas. Estas últimas no poseen un papel importante en el proceso 
evolutivo (Graur & Li, 2000). 
Las mutaciones pueden ser clasificadas de acuerdo a la longitud de la secuencia de 
ADN afectada por el evento mutacional, teniendo mutaciones que implican solo un 
nucleótido (mutaciones puntuales) y otras que se dan sobre varios nucleótidos 
contiguos en la secuencia (mutaciones segmentales). También pueden ser 
clasificadas de acuerdo al tipo de cambio en las secuencias, teniendo sustituciones 
(cambio de un nucleótido por otro; pudiendo ser transiciones o transversiones), 
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recombinaciones (reemplazo de una secuencia por otra), inserciones (adición de uno 
o más nucleótidos), delecciones (retiro de uno o más nucleótidos) e inversiones (al 
darse un giro de 180° sobre un segmento de la doble cadena de ADN de dos o más 
pares de bases). Las mutaciones en el ADN pueden no generar cambios en la 
secuencia de aminoácidos durante la traducción (mutaciones sinónimas) así como 
generar cambios (mutaciones no sinónimas). Las mutaciones sinónimas no generan 
modificaciones a nivel de las secuencias proteicas, sin embargo estas podrían 
generar nuevas zonas de splicing así como borrar otras zonas generándose 
alteraciones en la producción del polipéptido (Graur & Li, 2000). 
Las mutaciones pueden producir diferentes efectos en un gen, algunas pueden ser 
adaptativas momentáneamente en una escala evolutiva, otras pueden ser neutras, 
es decir, no producen un efecto suficientemente fuerte como para estar 
selectivamente a favor o en contra del individuo que la presente. Además, la mutación 
que representa una ventaja o una desventaja en una población grande puede ser 
neutral en una población pequeña donde la deriva génica le daría un mayor peso a 
la selección (Drake et al., 1998).    
 
2.7.4.1 Tasa de mutación 
 
Debido a que las mutaciones son muy raras, la forma de estimar directamente las 
tasas de mutación es difícil y su determinación se basa en el uso de secuencias de 
ADN. 
Las tasas de mutación varían dependiendo de la región de donde provienen, por 
ejemplo, la tasa de mutación nuclear promedio en mamíferos se estimó en 3-5.10-9 
sustituciones por sitio nucleotídico por año, mientras que los microsatélites en 
humanos tienen una tasa de mutación aproximada de 10-3 sustituciones por sitio 
nucleotídico por año, siendo esta última más alta (Graur & Li, 2000). Además se 
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conoce que la tasa de mutación mitocondrial en primates es 10 veces mayor que la 
tasa de mutación nuclear promedio (Brown et al., 1982).   
2.8 Estimados de diversidad genética 
2.8.1 Riqueza alélica 
Es una de las medidas más simples y es el número promedio de alelos por locus. Esta 
medida es muy sensible al tamaño de la muestra y el número de alelos identificados 
dependerá en parte del número de individuos que son analizados.  
2.8.2 Frecuencia alélica 
 
Frecuencia alélica es el número de veces que se observa un alelo (xi) dentro del total 
de alelos para un locus. Se determina de acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
 
Donde:  xi = Número de veces contado para un alelo i determinado 
n = Número de alelos 
2.8.3 Heterocigosidad observada (Ho) 
 
Estimado de diversidad genética obtenido de dividir el número de heterocigotos, en un 
locus en específico, entre el número total de individuos muestreados. Esta medida está 






2.8.4 Heterocigosidad esperada (He) 
Conocida como diversidad génica (Nei, 1973) y es la probabilidad de que dos alelos 
elegidos al azar de una población sean diferentes uno del otro. En una población con 
apareamiento al azar, He, debería ser la frecuencia de heterocigotos esperada si la 
población estuviera en HWE y tiene una ventaja sobre los demás estimados producto 
de que es menos sensible a los efectos de la muestra (Freeland, 2011). 
 
  
Donde p es la frecuencia del alelo i 
2.8.5 Contenido de Información polimórfica (PIC) 
Esta medida de polimorfismo determina la habilidad de un marcador de reconocer el 
polimorfismo en la población, esta habilidad discriminatoria está en función del número 
de alelos y frecuencia alélica.  
 
 
PIC fluctúa entre 0 y 1, cuando los valores de PIC >0.5 el marcador presenta un alto 
grado de polimorfismo y cuando PIC<0.25 indica un bajo grado de polimorfismo. 
 
2.8.6 Coeficiente de endogamia (Fis)  
Indice que estima la desviación de las frecuencias genotípicas observadas de las 






El coeficiente tiene un rango de -1 a 1, si el índice es 0 o cercano, no hay endogamia y 
la población se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Cuando el valor es -1 
significa que hay exceso de heterocigotos y si es 1 hay un exceso de homocigotos. 
Cuando Ho<He suele asumirse que se produjeron apareamientos endogámicos o no al 
azar en esa población (Eguiarte et al., 2007).   
 
2.8.7 Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) 
Es uno de los conceptos básicos en genética de poblaciones establece que la 
proporción genotípica se mantiene en el tiempo en ausencia de selección, deriva génica, 
flujo génico y mutación y en una población panmíctica (con apareamiento al azar, 
infinitamente grande)  donde todos los individuos tienen la misma probabilidad de 
sobrevivir y reproducirse. Este principio permite la simplificación de la descripción de 
una población debido a la reducción del número de parámetros que son considerados 
(Levin, 2009). 
2.9 Marcadores moleculares 
2.9.1 Marcador molecular 
Las mutaciones son cambios en las secuencias nucleotídicas ocasionadas por error 
en la replicación del ADN o producto de agentes ambientales que ocurren dando 
paso a la variabilidad genética que puede llevar junto con otras fuerzas evolutivas 
como la selección y la deriva génica a generar diferenciación desde individuos hasta 
niveles taxonómicos de mayor jerarquía (Pérez, 1997; Liu y Cordes, 2004; Chauhan 
y Rajiv, 2010). 
 
 Los marcadores moleculares se han convertido en poderosas herramientas para 
detectar estas variaciones genéticas combinados con nuevos métodos estadísticos. 
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Los marcadores moleculares incluyen a los basados en proteínas (isoenzimas) y a 
los basados en ácidos nucleicos (marcadores ADN), sin embargo, hay autores que 
consideran solo a estos últimos. Si bien los proteicos o bioquímicos son útiles y los 
primeros en desarrollarse, hoy en día son de mayor uso los marcadores basados en 
ADN, debido a que muestran niveles más altos de variación y pueden evidenciar 
mutaciones que otros marcadores no; además es posible analizar tres tipos de 
genoma distintos, el nuclear, mitocondrial y cloroplastidial con características 
evolutivas y tasas mutacionales distintas (Fuch & Hamrick, 2010; Pérez, 1997; 
Okumus y Çiftci, 2003). 
 
2.9.2 Exon-primed intron-crossing (EPIC-PCR) 
 
La técnica EPIC-PCR es usada en organismos con escasa información genética 
disponible y permite realizar estudios genéticos a nivel de especie (Jennings y Etter, 
2011). A diferencia de otros marcadores nucleares muy usados, los marcadores 
EPIC no requieren de mucho esfuerzo para el diseño de primers y los cebadores 
que son usados para un taxón pueden ser usados también para otros taxa, primers 
universales (Li et al., 2010; Jennings y Etter, 2011). Por otra parte, la presencia de 
alelos nulos es menos frecuente (Bierne et al., 2000; Carvajal-Vallejos et al., 2010) 
que usando otros marcadores como los microsatélites (Berrebi et al., 2005). 
 
Durante la elaboración de los primers se toman en cuenta los exones que son 
regiones codificantes y conservadas que serán el punto de inicio, donde se anclarán 
los primers para empezar la amplificación; la fuente de información, la región 
intrónica entre las regiones exónicas flanqueantes es la que será clonada por 
amplificación cruzada (Atarhouch et al., 2003). Las regiones intrónicas son útiles 
para encontrar polimorfismo en los eucariotas, esto debido a que acumulan 
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fácilmente las mutaciones sin que esto signifique una alteración a la funcionalidad 
de los genes (Chow et al., 2015).  
 
Además no solo la información de los intrones la vuelve útil sino que al amplificar se 
obtienen también segmentos de las regiones exónicas lo que permite tener mayor 
alcance para estudios de variabilidad genética intra- e inter-específica en especies 
complejas (France et al., 1999; Li et al., 2010); estas regiones exónicas podrían 
además ser potencialmente útiles como marcadores filogenéticos en el caso que 
tuvieran niveles apropiados de polimorfismo (Jennings y Etter, 2011). 
 
2.9.3 Estudios relacionados a EPIC-PCR 
 
El desarrollo de marcadores moleculares se ha visto beneficiado del crecimiento de 
los genomas accesibles para el público así como de herramientas bioinformáticas. 
Las especies no modelo y que no son muy conocidas no solo se han visto 
favorecidas por esto sino por la variedad de técnicas que se pueden aplicar con la 
PCR, en este caso EPIC-PCR (Jennings y Etter, 2011).     
 
Chow (1998) hizo uso de la secuencia de ADN del gen de la calmodulina de humano 
y de Oryzias latipes de otros estudios para diseñar primers que luego fueron usados 
en varias especies de túnidos, “pez espada”, “pez globo”, “salmón” y humano; 
amplificando para la mayoría de ellos incluyendo especies distantes. En el 2008, 
Backström et al. desarrollaron marcadores intrónicos para una especie no modelo 
Taeniopygia guttata, “ave diamante cebra”, comparando las secuencias objetivo 
expresadas con las secuencias del genoma del pollo demostrando su potencial 
como primers universales. Atarhouch (2003) evaluó los intrones en los genes de la 
opsina (Ops-1), de la cadena ligera de la miosina (Mic-3), de la actina (Act-2), de la 
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quimiotripsina (ChymB-6) y calmodulina (Cam-3) en especies de peces marinos y 
dulceacuícolas, mamíferos y reptil y notó un alto nivel de universalidad ya que 
amplificaron para la mayoría de especies.  
 
En el estudio realizado por Chow y Nakadate (2004) se evaluó el intrón 4 del gen 
G6PD, de mamífero y pez obtenidas de data publicada (Martini et al., 1986; Mason 
et al., 1995) lográndose amplificar para Thunnus alalunga y notar alelos y genotipos, 
también para una especie cercana Thunnus thynnus thynnus, “atún de cola azul”, 
notando variaciones de longitud; y Colola bissaira, “paparda del pacífico”, especie 
distante. Este tipo de marcador también fue probado en invertebrados (Bierne et al., 
2000); en Penaeus sp., langostino común donde amplificó y mostró que el gen de 
amilasa y el del factor de elongación 2 fueron polimórficos y a pesar de que tuvo un 
limitado número de alelos tuvieron un alto nivel de heterocigosidad. Los marcadores 
intrónicos fueron empleados en protobranquios (bivalvos no modelo) y resultaron ser 
ideales en genética de poblaciones, y para la obtención de secuencias preliminares 
para el diseño de primers específicos (Jennings y Etter, 2011)  
 
Por otra parte se compararon los genomas completos de 5 peces (Danio rerio, 
Oryzias latipes, Gasterosteus aculeatus, Takifugu rubripes y Tetraodon nigroviridis) 
y se encontraron 210 marcadores EPIC potenciales. Los resultados del uso de estos 
marcadores formaron los grupos taxonómicos clásicos conocidos con lo que se 
sugiere que los marcadores EPIC también serían útiles para inferir relaciones 
filogenéticas (Li et al., 2010). Especies de peces dulceacuícolas con potencial de 
cultivo como Zacco platypus en China (Berrebi et al., 2005) y el “tucunaré”, Cichla 
pleiozona, en Bolivia (Carvajal-Vallejos et al., 2010) han sido estudiadas para 
obtener información acerca de su estructura filogeográfica (con 5 de 27 sistemas 





Los marcadores intrónicos han sido empleados en estudios de genética poblacional  
(Corte-Real et al., 1994; Atarhouch et al., 2007; Borsa et al., 2012; Vasconcellos et 
al., 2015). Empleando estos marcadores se evaluó la población de Sardina 
pilcluhardus en Marruecos, usando CaM-4 y Ops-1 determinando que habían dos 
grupos muy marcados (Atarhouch et al., 2007); en las poblaciones de tres rayas 
Himantura gerrardi, Neotrygon kuhlii y Taeniura lymna en el archipiélago Indo-Malay-
Papua encontraron marcadas diferencias (Borsa et al., 2012). La estructura genética 
de Micropogonias furnieri, en las costas de Brasil, también fue analizada usando 
marcadores intrónicos y microsatélites diferenciando 3 unidades poblacionales 
(Vasconcellos et al., 2015). Los resultados presentan a estos marcadores como 
aplicables en estudios de genética poblacional (Chow y Takeyama, 1998; Atarhouch 
et al., 2003), en la delimitación de stocks e identificación de unidades genéticas 
(Borsa et al., 2012) lo que mejora los alcances para la elaboración de planes de 






















• Evaluar marcadores intrónicos para la estimación de la diversidad genética 




• Estandarizar la reacción de amplificación por PCR para 10 marcadores 
intrónicos en la caballa Scomber japonicus.  
 
• Determinar el grado de polimorfismo de los marcadores intrónicos aplicados 
en la caballa Scomber japonicus. 
 
• Determinar la variabilidad genética de la caballa Scomber japonicus en el 








4.1 Materiales de laboratorio 
• Autoclave 
• Balanza digital, OHAUS, Scout® Pro (sensibilidad 0.01 g). 
• Cámara electroforética horizontal (SIGMA) 
• Cámara fotográfica Canon PowerShot SD780 IS 
• Cocinilla eléctrica 
• Congeladora vertical (Frigidaire) 
• Estufa 
• Fuente de poder(HoeferScientific Instruments) 
• Horno Microondas (LG) 
• Micropipetas High Tech Lab y Rainin(0.1-2uL; 0.5-10uL; 5-50uL; 20-200uL; 100-
1000uL) 
• Refrigeradora (Coldex)  
• Termociclador (AppliedBiosystem 2720) 
• Transiluminador UV (Fotodyne 3-300) 
• Microcentrífuga (HETTICH D-7200) 
• Baguetas 
• Beakers de Pyrex (100 ml) 
• Espátulas 
• Gradillas 
• Guantes de protección  
• Matraces de pyrex (250 ml y 500ml) 
• Papel Parafilm 
• Papel aluminio y papel toalla 
• Pinzas metálicas 
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• Placas Petri 
• Probetas de Pyrex(10 ml y 100ml) 
• Puntas para micropipetas 
• Recipientes de 500 ml 
• Tubos para PCR 
• Tubos de 50ml (Falcon) 
• Viales de vidrio de 20 ml con tapa de goma a presión 
 
4.2 Reactivos 
• Alcohol etanol 96° 
• Cloroformo : Alcohol isoamílico (24:1) 
• Agarosa 
• Acrilamida 
• Agua de PCR (NFW) 
• Alcohol isopropanol 
• Bis-acrilamida 
• Bromuro de etidio 
• Buffer 10 X PCR Fermentas® 
• Buffer de corrida (TBE 1X) 
• Buffer lisis TNES-Urea. 
• Cloruro de magnesio  
• Cloruro de sodio 
• dNTPs Fermentas® 
• Dodecilsulfato Sódico (SDS) 
• EDTA  
• Enzima Taq Polimerasa  
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• Nitrato de plata 
• Persulfato de amonio (APS) 
• Proteinasa K Bioline® 
• Primers 
• N,N,N´,N´-tetrametilentilendiamina (TEMED) 

















5.1 Localización de puntos de muestreo 
El área de estudio comprendió el mar peruano, para esto se tomaron muestras de 
caballa de 3 zonas: Zona Norte (Paita), Zona Centro (Ventanilla) y Zona Sur (Ilo), en 
el periodo entre enero y marzo del 2013 y 2014. Las muestras proceden de la pesca 
















Figura 2. Mapa de localidades de muestreo. (1) Zona Norte (Paita, Piura); 




5.2 Muestras de tejido 
Las muestras de caballa forman parte de la colección de tejidos del Laboratorio de 
Ecología Molecular y Biología Acuática de la Universidad Nacional Mayor Nacional 
de San Marcos; estas son un total de 75 muestras de tejido muscular de la región 
dorsal de caballa (Scomber japonicus). Tabla 1. 
El tamaño de los trozos fue de 0.5 cm x 0.5 cm aproximadamente, que fueron 
cortados, disgregados y lavados con agua destilada hasta retirar residuos para ser 
conservados en viales transparentes de vidrio con alcohol etanol 96° a -4°C. 
 








































5.3 Extracción de ADN total 
 
Para la extracción del ADN genómico se utilizó la técnica de extracción con sales 
(Aljanabi y Martinez, 1997). Se tomó 0.2 g de muestra de tejido húmedo, se depositó 
en tubos Eppendorf de 1ml, se agregó 600 ul de TE 20:5 para disgregar el tejido e 
hidratarlo (hasta retirar restos de alcohol). Luego se agregó 300 ul de TNE-úrea (Tris 
50mM, NaCl 400mM, EDTA 100mM, úrea 5M) para homogeneizarlo. Se adicionó 75 
ul de SDS 10%, 5 ul de Proteinasa K e incubó a 60°C por 2 h como mínimo. 
Al lisado se le agregó 500 ul de Cloroformo: Alcohol isoamílico (24:1), invertido y 
centrifugado a 7500 rpm por 5 min; luego se tomó 250 ul del sobrenadante a un tubo 
Eppendorf de 1.5 ml, se agregó NaCl con una concentración final de 0.25M e 
invertido (durante 3 min) y se agregó 250 ul de alcohol isopropanol frío para invertir 
e incubar a -20°C de 5-30 min. Luego se centrifugó a 7500 rpm por 15-20 min con 
presencia de precipitado blanquesino (pellet de ADN); se decantó y al pellet se le 
agregó alcohol etanol 70% (diluido con TE 20:5) para centrifugarlo a 7500 rpm de 
15 – 20 min (2 veces). 
Se retiró el alcohol y el tubo con el pellet se secó en la estufa de 35-40°C por 20 min; 
después se agregó 500 ul de TE 20:1 e incubó en 37-40°C por 20 minutos para 
resuspender el ADN y mantenerlo a -20°C.  
 
5.3.1 Visualización de ADN total mediante electroforesis 
 
El ADN total fue visualizado en geles de agarosa (1%) que fueron previamente 
diluidos en buffer TBE (1X). Se mezclaron 4ul de solución de ADN y 2 ul buffer de 
carga (azul de bromofenol y xilencianol), se cargaron al gel en la cámara de 
electroforesis y fueron corridos a 100V por 20 min aproximadamente. Luego los 
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geles fueron teñidos con bromuro de etidio durante 10-15 min, visualizados mediante 
un transiluminador UV y fotografiados. 
5.4 Cuantificación de ADN 
La cuantificación de ADN se realizó mediante un Nanodrop usando TE20:1 como 
solución blanco (solución de dilución) y 1ul de solución de ADN de cada muestra 
extraída. Los valores tomados fueron (1) concentración de ADN (ng/ul), (2) grado de 
pureza (radio absorbancia 260nm/absorbancia 280nm) y (3) absorbancia a 260nm 
(A260nm). Las concentraciones de ADN superiores a 50 ng/ul y valores de grado de 
pureza (A260nm/A280nm) superiores a 1.8 son suficientes para la amplificación y 
se consideran cantidades adecuadas. 
 
5.5 Selección de primers 
La técnica EPIC-PCR se basa en el uso de primers diseñados a partir de exones, es 
decir zonas conservadas y codificantes de los genes. Estos genes desempeñan 
roles fundamentales en el metabolismo de los organismos.  
Cebadores usados en otros trabajos (Atarhouch et al., 2003; Chow, 1998; Hassan 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































5.6 Amplificación de los intrones mediante PCR  
Los volúmenes y las concentraciones de los reactivos necesarios en la preparación 
del Master Mix en la amplificación de los intrones en la primera fase bajo condiciones 
de baja astringencia se muestran en la tabla 3. 
 










MgCl2: Cloruro de magnesio, dNTPs: Desoxinucleótidos trifosfato, Taq Polimerasa: 
enzima Taq polimerasa, Buffer: Solución tampón. 
 
El perfil de ciclaje para la amplificación inicial fue bajo las condiciones que aparecen 
en la tabla 4. 
 
Reactivos Concentración  Inicial (Ci) 
Concentración 







- - 17.9 ul 
Buffer 10x 1x 2.5 ul 
MgCl2 25mM 2.5mM 2.5 ul 
dNTPs 10mM 0.08 mM 0.2 ul 
Primer 
(Forward) 10uM 0.12 uM 0.3 ul 
Primer 
 (Reverse) 10uM 0.12 uM 0.3 ul 
Taq 
Polimerasa 5U/ul 1.5U 0.3 ul 
ADN - - 1ul 
Volumen Total 25ul 
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Tabla 4. Perfil de ciclaje inicial para las regiones intrónicas 
 




Inicial Desnaturalización 95°C 5 min 
Ciclos 
(35 ciclos) 
Desnaturalización 95°C 1 min 
Alineamiento 60°C 1 min 
Extensión 72°C 45 seg 
Final Extensión 72°C 10 min 
 
5.7 Estandarización de PCR 
Para encontrar las condiciones óptimas en la amplificación de los intrones, se 
realizaron pruebas variando los componentes de la reacción: la temperatura de 
annealing (Ta) y la concentración de los reactivos como: primers, cloruro de 
magnesio (MgCl2), dNTPs, Taq polimerasa y cantidad de ADN.  
Para verificar los cambios realizados después de cada prueba en la estandarización 
del PCR, los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa al 2%. 
 
5.8 Geles de Poliacrilamida (PAGE) 
La electroforesis vertical en ADN es una de las técnicas más usadas en biología 
molecular, posee una mayor resolución que los geles de agarosa separando entre 
moléculas que difieren hasta 2 pares de bases, con una limitación en el rango de 





5.8.1 Preparación del gel de poliacrilamida 
 
La mezcla se realiza en un vaso de precipitación con poliacrilamida (21%), buffer de 
corrida (TBE 10x) y úrea sólida en baño maría y removiendo con una bagueta para 
mejorar la dilución de la úrea. Esta solución de poliacrilamida (21%) es la solución 
stock. 
Láminas de vidrio de 20 x 30 cm fueron lavadas con lavavajillas y agua, enjuagadas 
con alcohol (97%) y dejadas secando a temperatura ambiente. Son necesarias dos 
láminas para cada gel de poliacrilamida, uno ligeramente más largo que el otro. A la 
lámina más pequeña (el cristal repelente) se le aplica una solución de Repel-Silane 
que es esparcida en una cara con papel. A la otra lámina (el cristal adherente) se le 
aplica solución BIND y se esparce en una cara con papel. Estas soluciones 
esparcidas permitirán la separación y la adhesión de gel a las láminas de vidrio 
respectivamente.      
Las láminas fueron colocadas con las caras tratadas frente a frente, se colocaron 
citas separadoras y el peine, ambos de 0.5mm, a los lados para evitar el contacto 
entre las láminas y la formar pocillos. El espacio formado entre estas fue necesario 
para formar geles de poliacrilamida de 0.5 mm de espesor. 
La cantidad necesaria de solución de poliacrilamida con úrea es mezclada con APS 
(10%) y TEMED en otro vaso de precipitación. De acuerdo a las dimensiones de los 
geles fue variando la cantidad de solución de poliacrilamida, APS y TEMED. La 
mezcla fue revuelta y vertida lentamente en el espacio formado entre las dos láminas 
de vidrio y se esperó a la polimerización.     
 




Los geles de poliacrilamida fueron colocados en la cámara de electroforesis vertical 
con buffer de corrida (TBE 1x) en las dos cubetas. Luego se conectó la cámara a la 
fuente de poder para aplicar de 100 – 250 V por 10 min para alinear las moléculas 
de poliacrilamida y mejorar la corrida posterior.  
Los amplicones visualizados en geles de agarosa fueron tratados antes de ser 
cargados al gel de poliacrilamida. Se separó 3 ul de amplicón y se mezcló con 3 ul 
de azul de bromofenol-formamida (1:1) en tubos de PCR de 200 ul, estos tubos 
fueron llevados mediante el termociclador a 95°C por 5 minutos para desnaturalizar 
las muestras. Los tubos pasaron por shock térmico, usando hielo, después de salir 
del termociclador.   
El precalentamiento del gel y el tratamiento de los amplicones a altas temperaturas 
se dieron simultáneamente; los amplicones fueron cargados al gel inmediatamente 
después de su tratamiento y corridos a un voltaje de 250-500 V durante un tiempo 
variable dependiendo del tamaño de estos. El marcador de peso molecular fue 
colocado en el primer y/o último pocillo. 
5.9 Tinción en nitrato de plata 
Hay varios métodos de tinción de ácidos nucleicos en plata que varían en números 
de pasos, reactivos usados, tiempo requerido, nivel de complejidad (Bassam et al., 
1991; Qu et al., 2005; Bassam y Gresshoff, 2007; Byun et al., 2009). Para la tinción 
de los geles de poliacrilamida en este trabajo se usó el método de Bassam et al. 
(1991, 2007) con modificaciones usando alcohol etanol (10%) en lugar de ácido 
acético (10%) en la etapa de fijación y obviando carbonato de sodio (3%) y tiosulfato 
de sodio (0.0002%) en la etapa de revelado.  
El método usado tenía menor número de pasos, requería menor cantidad de nitrato 
de plata, era altamente sensible y no requería de pretratamientos de oxidación antes 
de la impregnación con nitrato de plata.   
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Terminada la corrida vertical: 
• El gel es sumergido en una solución de etanol (10%) por 10 min para fijar las 
moléculas de ADN a la matriz del gel para evitar la difusión y la consecuente 
formación de imágenes borrosas. Además permite neutralizar sustancias químicas 
como la úrea o el buffer que podrían interferir en la tinción. 
• Luego es sumergido en agua destilada durante 5 – 10 min, hasta hidratar el gel.  
• Sumergido después en nitrato de plata (0.1%) y 3 ml de formaldehido (37%) por 15 - 
20 min para teñirlo (Solución de tinción). 
• Lavado con agua destilada por 10 seg (No se debe exceder este tiempo).  
• Sumergido en una solución de hidróxido de sodio (1.5%) agregando 300 - 400 ul de 
formaldehído (37%) para revelar las bandas en el gel, este pasó tiene un tiempo 
variable y termina cuando las bandas son visibles (Solución reveladora).  
• Finalmente es sumergido en una solución de ácido acético (10%) para detener el 
proceso de revelado durante 5-10 min (Solución Stop). 
En cada paso las bandejas con el gel sumergido fueron agitadas para mejorar el 
contacto de las soluciones con este y lograr una adecuada tinción del gel. 
El uso del formaldehído tanto en la fijación como en el revelado permite obtener una 
mayor sensibilidad con las moléculas de ADN y un mejor contraste. El formaldehído 
reduce selectivamente los iones de plata a plata metálica bajo condiciones alcalinas.  
 
5.10 Análisis de los resultados 
 
Los resultados de los geles de poliacrilamida fueron usados para formar matrices 




El número de alelos (NA), la riqueza alélica (AR), el número de homocigotos y 
heterocigotos y el índice de endogamia (Fis) fueron para cada zona usando el 
programa Fstat 2.9.3.2. (Goudet, 1995). La cantidad de alelos privados, la 
heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) así como gráficas 
con esta información para cada zona fueron obtenidas mediante el programa 
GenAlex 6.5 (Peakall y Smouse, 2012). 
 Los test de desviación del Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) fueron obtenidos 
mediante el programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010). Los estimados de 
frecuencia de contenido de información polimórfica y alelos nulos para cada zona 
fueron obtenidos mediante el programa Cervus 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007).   
Se generó un mapa genético-geográfico con la información de diversidad genética 

















El valor promedio en la cuantificación de ADN genómico fue de 302.7 ng/ul, con la 
mayoría de muestras entre 100 y 500 ng/ul; la pureza promedio del ADNg 
(A260nm/A280nm) fue de 1.88. Figura 3, Anexo 1. 
 
6.1 Estandarización de PCR 
La amplificación de los marcadores fue optimizada: (1) se evaluó la amplificación a 
diferentes temperaturas de annealing, (2) se evaluó la concentración adecuada de 
reactivos de PCR. 
 
Temperatura de annealing 
La amplificación de una o más bandas evidenció el alineamiento de los primers con la 
región diana en el ADN bajo las temperaturas de annealing evaluadas (45°, 50°, 55° y 
60°C). Figuras 4, 5 y 6. Se logró amplificar 8 de 10 marcadores; Gh-5 y Ck-7 no 
mostraron amplicones bajo ninguna de las condiciones de temperatura y fueron 












Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de extracción de ADN de caballa, Scomber 
japonicus mediante el método de Salting-out. Muestras provenientes de: (a) Paita, 







Tabla 5. Lista de marcadores intrónicos y temperaturas de annealing experimentales 
en caballa, Scomber japonicus. 
Nombre del 

























MhcII Mhc1F 52°C  (multilocus) 
Thunnus obesus 
(Scombridae) 55°C Mhc2R 
GnRH3-1 GnRH1F 48°C  (multilocus) Siganus luridus 55°C GnRH1R 
GnRH3-2 GnRH2F 54°C Chaetodon quadrimaculatus 60°C GnRH2R 
GnRH3-3 GnRH3F 52°C Thunnus obesus (Scombridae) 60°C GnRH3R 
Am2B-1 Am2b1F 48°C Thunnus obesus (Scombridae) 50-48°C Am2b2R 
Am2B-3 Am2b3F 58°C  (NA) Siganus luridus 60°C Am2b4R 
Gh-5 Gh5F 52°C Thunnus obesus (Scombridae) NA Gh6R 
Ck-7 Ck7F 45°C Thunnus obesus (Scombridae) NA Ck8R 
 (*)  Atarhouch et al., 2003, Hassan et al., 2002 y Chow, 1998. 
NA: No amplificó 
 
6.1.1 GnRH3-1, GnRH3-2, GnRH3-3, Am2B-3 
Los 3 intrones del gen de la hormona liberadora de gonadotropina -3 (GnRH3) fueron 
probados bajo 2 temperaturas de annealing (55°y 60°C). El intrón 1 de este gen 
(GnRH3-1), amplificó solo a 55°C; el intrón 2 (GnRH3-2) amplificó bajo ambas 
condiciones; no obstante, las bandas, correspondientes a 60°C como temperatura de 
alineamiento, eran más intensas y definidas. El intrón 3 (GnRH3-3) también amplificó 
bajo ambas temperaturas de annealing (55° y 60°C) con bandas intensas y definidas, 
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pero para mejorar la especificidad de la reacción se eligió la temperatura de 60°C 
(temperatura mayor) para las pruebas de estandarización siguientes.  
El intrón 3 del gen alfa amilasa (Am2B-3) fue probado a 2 temperaturas de alineamiento 
(55° y 60°C) amplificando para ambos tratamiento. Los productos de la amplificación a 
55°C mostraron bandas tenues; sin embargo, los amplicones bajo 60°C dieron bandas 
más intensas y definidas. La condición de 60°C fue mantenida para las siguientes 
pruebas de PCR. 
 
 
Figura 4. Productos de PCR (GnRH3-1, GnRH3-2, GnRH3-3 y Am2B-3) a diferentes 
temperaturas de annealing, corridos en geles de agarosa (2%). (a) T° annealing: 55°C; 
(b) T° annealing: 60°C. 
6.1.2 Gh5, Am2B-1, Ck-7 
El intrón 5 del gen de la hormona de crecimiento (Gh5) no amplificó bajo ninguna 
temperatura de annealing probada (45°, 50°, 55° y 60°C). El intrón 1 del gen alfa amilasa 
(Am2B-1) fue probado bajo 4 temperaturas de alineamiento (45°, 50°, 55° y 60°C) y solo  
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presentó amplicones con forma de banda a 50°C. Las pruebas de amplificación del 
intrón 7 de creatina quinasa (CK7) a 45° y 60°C no dieron amplicones. 
 
Figura 5. Productos de PCR (Gh5, Am2B-1 y Ck-7) a diferentes temperaturas de 
annealing, corridos en geles de agarosa (2%). (a) T° annealing: 45 y 50°C; (b) T° 
annealing: 55 y 60°C; (c, d) T° annealing: 45 y 60°C. 
 
6.1.3 Act-2, MHCII, Cam-4 
La amplificación del intrón 2 del gen de la actina (Act-2), el intrón 2 del gen del Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad II (MHCII-2) y el intrón 4 del gen de la calmodulina (Cam-
4) fueron evaluados bajo 3 temperaturas de annealing diferentes cada uno (50°, 55° y 
60°C). El marcador Act-2 amplificó más eficientemente a 60°C aunque con 2 bandas; 
MHCII mostró bandas a 55° y 60°C, con 1 banda (mayor especificidad) a 60°C pero 
debido a que no se obtuvieron amplicones en muchas de las muestras, se eligió a 55°C 
como temperatura de alineamiento debido a que amplificó para todos los individuos 
probados a pesar que mostró 2 bandas en varias de las muestras. El marcador Cam-4 









Figura 6. Productos de PCR a diferentes temperaturas de annealing (50, 55 y 60°C), 
corridos en geles de agarosa (2%). (a) Act-2; (b) MHCII; (c) Cam-4. 
 
6.2 Concentración de reactivos de PCR 
La amplificación de los marcadores restantes fue evaluada a diferentes concentraciones 
de reactivos de PCR, manteniendo las temperaturas de annealing halladas, para evitar 
la presencia de productos inespecíficos y mejorar especificidad de la reacción. 
El marcador GnRH3-1 fue evaluado variando las concentraciones de Taq (0.75 y 1.5 U) 
y MgCl2 (2.5; 3; 3.5 mM); amplificó para todas las muestras probadas y mostró una sola 
banda intensa, a 1.5 U y 3 mM respectivamente. El marcador GnRH3-2 fue evaluado 
bajo concentraciones de Taq (0.75 y 1.5 U) y MgCl2 (2.5 y 3 mM); presentó 1 sola banda 
y más intensa, que bajo las otras condiciones, a 0.75 U de Taq y 2.5 mM de MgCl2. Las 
condiciones no astringentes dadas en un inicio para todos los marcadores dieron 
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productos de la amplificación específicos para el marcador GnRh3-3, por lo que se 
mantuvo esa condición.  
El marcador Am2B-1 fue evaluado a diferentes concentraciones de dNTPs (0.02, 0.05 y 
0.08 mM) y dio 1 sola banda a 0.05 y 0.08 mM, que fue más intensa con la última 
condición. Las pruebas de MgCl2 (2 y 2.5 mM) con el marcador Am2B-3 no mejoraron 
la intensidad de las bandas de los productos; por otro lado, el control negativo presentó 
una mancha muy tenue en algunas de las pruebas y repeticiones con este marcador. 
El marcador Act-2, que presentó 2 bandas en las pruebas de temperatura, fue probado 
variando concentraciones de MgCl2 (1.5, 2, 2.5 mM), dNTPs (0.03, 0.05, 0.06, 0.08 mM) 
y primers (0.06, 0.09, 0.12 uM); no se pudo amplificar solo 1 banda pero se obtuvo una 
reducción en la intensidad de la segunda banda (de posición superior) bajo las 
siguientes condiciones: [MgCl2]: 1.5 mM; [dNTPs]: 0.03 mM; [primers]: 0.12 uM 
(condiciones astringentes).  
Las condiciones dadas inicialmente (no astringentes) para MHC, en las pruebas de 
temperatura de annealing, se mantuvieron debido a que mostraron bandas intensas. El 
marcador Cam-4, que amplificó a condiciones no astringentes durante las pruebas de 
annealing, no presentó cambios cuando se varió la concentración de dNTPs (0.03 y 0.08 










Figura 7. Electroforesis en geles de agarosa (2%) de amplicones obtenidos en la 
estandarización de reactivos de PCR. (a y b) GnRH3-1, pruebas de Taq(a) y MgCl2(b); 
(c) GnRH3-2, pruebas de Taq y MgCl2; (d) Am2B-3, pruebas de MgCl2; (e, f) Am2B-1, 






Figura 8. Electroforesis en geles de agarosa (2%) de amplicones obtenidos en la 
estandarización de reactivos de PCR. (a) Act-2, pruebas de MgCl2 y (b) pruebas de 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































6.3 Evaluación de marcadores 
Los amplicones de los 8 marcadores fueron corridos en geles de poliacrilamida (6%), de 
diferentes dimensiones, y teñidos en nitrato de plata para determinar el grado de 
polimorfismo de los marcadores. El voltaje y tiempo de corrida aplicado a la 
electroforesis dependieron de cada marcador.  
Los geles de poliacrilamida permitieron reconocer 19 alelos en total, en los 8 marcadores 
probados, que presentaron desde 1 alelo (marcadores monomórficos) hasta 7 alelos 
(polimórfico) en el caso de Cam-4. Figura 12. 
 
6.3.1 GnRH3-1, GnRH3-2 y GnRH3-3 
Los marcadores GnRH3-1 y GnRH3-2 presentaron un solo alelo para los individuos 
provenientes de las 3 zonas (marcadores monomórficos). Las electroforesis en GnRH3-
1 y GnRH3-2 fueron en geles de 20x20 cm a 500 V, con un tiempo de 4h (en GnRH3-1) 
y 3h 15 min (en GnRH3-2). El marcador GnRH3-3 mostró 2 alelos, con el primer alelo 
en todos los individuos evaluados y el segundo alelo, solo en el individuo 25V, que fue 
ligeramente más pesado. Las electroforesis en GnRH3-3 fueron hechas en geles de 
20x20 cm a 500 V por 3 h. Figura 9a - c. 
 
6.3.2 Am2B-1 y Am2B-3 
El marcador Am2B-1 presentó 2 alelos, con el primer alelo en todos los individuos 
evaluados y el segundo alelo, perteneciente al individuo 9L, en posición superior. Las 
electroforesis en Am2B-1 se hicieron en geles de 20x30 cm a 500 V por 2 h 30 min. 
Figura 9d. El marcador Am2B-3 mostró por lo menos 3 alelos presentes entre las 3 
zonas; sin embargo, no fue posible su genotipificación debido a una definición reducida 
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de las bandas. Las repeticiones y el uso de geles de mayor densidad (8%) no mejoraron 
la resolución. Las electroforesis en Am2B-3 fueron hechas en geles de 20x30 cm a 500 
V por 1 h 50 min. Figura 10a. 
 
6.3.3 Act2, MHCII y Cam4 
El marcador Act-2 presenta 2 bandas con una ligera diferencia de pesos entre ellas que 
está en todos los individuos evaluados. Otro locus fue mostrado en posición superior 
aunque fue más tenue (que fue la banda que se intentó reducir con la estandarización). 
Los geles de poliacrilamida en Act-2 fueron de 20x20 cm a 500 V por 4 h 30 min y solo 
tuvo 1 alelo. Figura 10b. 
El marcador MHC mostró 2 alelos, con el primer alelo en todos los individuos evaluados 
y el segundo alelo solo en el individuo 22P. Otro locus (de posición superior) fue 
amplificado en algunos de los individuos pero no mostró variabilidad. Los geles de 
poliacrilamida en MHC fueron de 20x20 cm a 500 V por 3 h 40 min. Figura 10c. El 
marcador Cam-4 presentó 7 alelos entre las 3 zonas. Los geles de poliacrilamida en 




Figura 9. Geles de poliacrilamida (6%) en tinción en plata de amplicones de 




Figura 10. Geles de poliacrilamida (6%) en tinción en plata con amplicones de 




Figura 11. Gel de poliacrilamida (6%) en tinción en plata con amplicones de 
marcadores intrónicos (III parte). Amplicones de Cam-4. 
Las corridas de geles de poliacrilamida hicieron evidente algunos artefactos en los 
marcadores Act-2 y MHC-II; que fueron reducidos en intensidad con las pruebas de 
estandarización (Figura 10b y c). Se representan en la Figura 12 como una banda gris 
y azul en Act-2 y MHC-II respectivamente. 
Figura 12. Representación gráfica de los alelos encontrados mediante geles de 




6.4 Genotipificación y Caracterización molecular del marcador Cam-4 
El marcador Cam-4 fue evaluado en 42 individuos de las 3 zonas (norte, centro y sur), 
se reconocieron 7 genotipos y 7 alelos distintos. El genotipo 1 (código 0101) fue el más 
común, presente en 28 individuos, seguido del genotipo 7 (código 0606) en 9 individuos; 
que representan el 67% y 21% del total de muestras evaluadas respectivamente.  
El alelo más común fue 01 que se encontró en el 71.8% de las muestras y en 5 de los 7 
genotipos, como homocigoto y heterocigoto, seguido del alelo 06 presente en el 20.8% 
de las muestras totales analizadas. Tabla 8 y Figura 14. 
 
Tabla 8. Frecuencias genotípicas (tabla a) y alélicas (tabla b) del marcador Cam-4 en 




Las frecuencias genotípicas y alélicas para cada zona muestran al genotipo 1 (código 
0101) predominante seguido del genotipo 7 (código 0606), en las 3 zonas (norte, centro 
y sur). Las frecuencias alélicas ubicaron a los alelos 01 y 06 como los alelos presentes 












Total Genotipo Individuos 
Frecuencia 
genotípica 
Genotipo 1 0101 28 0.67 
Genotipo 2 0102 1 0.02 
Genotipo 3 0103 1 0.02 
Genotipo 4 0105 1 0.02 
Genotipo 5 0107 1 0.02 
Genotipo 6 0304 1 0.02 
Genotipo 7 0606 9 0.21 
  42 1 
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Tabla 9. Frecuencias genotípicas y alélicas del marcador Cam-4 en caballa, Scomber 
japonicus, en la zona norte (Paita), zona centro (Ventanilla) y zona sur (Ilo). 
 
Zona N° Genotipo Genotipo Individuos Frecuencia genotípica 
Norte 1 0101 10 0.71 
(Paita) 6 0304 1 0.07 
 
7 0606 3 0.21 
  
    14 1 
Centro 1 0101 9 0.69 
(Ventanilla) 3 0103 1 0.08 
 
4 0105 1 0.08 
 
5 0107 1 0.08 
 
7 0606 1 0.08 
  
    13 1 
Sur 1 0101 9 0.6 
(Ilo) 2 0102 1 0.07 
 
7 0606 5 0.33 
  
    15 1 
 
 
Tabla 10. Frecuencias alélicas del marcador Cam-4 en caballa, Scomber japonicus, en 









Zona Alelo Conteo Frecuencia 
alélica 
Norte 01 20 0.714 
(Paita) 03 1 0.036 
 04 1 0.036 
 06 6 0.214 
    28 1 
Centro 01 21 0.808 
(Ventanilla) 03 1 0.038 
 05 1 0.038 
 06 2 0.077 
 07 1 0.038 
    26 1 
Sur 01 19 0.633 
(Ilo) 02 1 0.033 
 06 10 0.333 
    30 1 
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Algunos alelos se presentaron en una determinada localidad, alelos privados, con una 
baja frecuencia. El alelo 02 estuvo presente solo en Ilo (0.033%), el alelo 04 solo en 
Paita (0.036%) y los alelos 05 (0.038%) y 07 (0.038%) estuvieron solo en Ventanilla. 
Figura 13 y Figura 14. 
 





































Figura 14. Mapa de distribución de alelos del marcador Cam-4 en la caballa, Scomber 
japonicus, en el mar peruano. 
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Tabla 11. Estimados de la diversidad genética del marcador Cam-4 en la caballa, 
Scomber japonicus, en el mar peruano y programas empleados. 
  Paita Ventanilla Ilo Total 
Programas 
empleados 
Número de individuos (N) 14 13 15 42 
Fstat 
Número de alelos 4 5 3 7 
Riqueza alélica (AR) 3.857 5 2.867 3.763 
Índice de endogamia (Fis) 0.849 0.351 0.872 0.69  
Número de heterocigotos 1 3 1 5 
Número de homocigotos 13 10 14 37 
Número de alelos privados 1 2 1 4 
GenALEX 
Número efectivo de alelos (Ne) 1.790 1.509 1.948 1.749 
Heterocigosidad observada (Ho) 0.071 0.231 0.067 0.123 
Heterocigosidad esperada (He) 0.441 0.337 0.487 0.422 
Heterocigosidad esperada 
corregida (uHe) 0.458 0.351 0.503 0.437 
Test de desviación de Hardy 
Weinberg - HWE (p-value) 0.00001 0.16864 0.00012   ARLEQUIN 
Contenido de Información 
Polimórfica (PIC) 0.3916 0.3237 0.3964 0.395 
CERVUS 
Estimado de frecuencia de alelos 
nulos 
0.7451 0.1691 0.7643 0.5911 
 
Los extremos del rango poblacional Paita e Ilo muestran elevados coeficientes de 
endogamia (0.849 y 0.872 respectivamente), desviación significativa del equilibrio de 
Hardy-Weinberg (p-value =0.00001 y p-value = 0.00012) hacia un déficit de 
heterocigotos y una alta frecuencia de alelos nulos. En cambio Ventanilla, población 
central, posee un bajo coeficiente de endogamia (0.351), se halla en equlibrio de Hardy-




7.1 Estandarización de PCR 
Los ensayos de estandarización de marcadores relacionados a temperatura de 
annealing con cantidades de reactivos en exceso resultaron en la amplificación de 8 de 
los 10 marcadores iniciales.  
La mayoría de las temperaturas de annealing obtenidas experimentalmente fueron 
distintas de las reportadas en otras especies (Chow, 1998, Hassan et al., 2002 y 
Atarhouch et al., 2003). Las temperaturas de annealing obtenidas para los marcadores 
GnRH3-1 (55°C), GnRH3-2 (60°C), GnRH3-3 (60°C), Am2B-3 (60°C) permitieron la 
amplificación de sus regiones intrónicas, en GnRH3-1 solo amplificó bajo esa condición 
pero para los demás marcadores GnRH3-2, GnRH3-3 y Am2B-3 amplificaron a 55°C y 
60°C como temperatura de annealing. Las mayores temperaturas con productos de 
PCR (60°C) fueron conservadas debido a que mayores temperaturas de annealing 
permiten mayor especificidad en las reacciones de PCR (Sipos et al., 2007), además de 
mostrar mayor intensidad de las bandas en los geles de agarosa que la otra condición 
(55°C).  
Los marcadores Gh-5 y Ck-7 no amplificaron bajo ninguna de las condiciones probadas. 
El marcador Gh-5 fue probado a 4 temperaturas de annealing (45, 50, 55 y 60°C), 
temperaturas reportadas con amplificación en otras especies, y Ck-7 fue probado bajo 
la misma temperatura de annealing (45°C) con la que amplificó en el “atún de ojo 
grande”, Thunnus obesus (Hassan et al., 2002), pero no se obtuvieron amplicones. 
Posibles mutaciones en las regiones de alineamiento de los primers en las cadenas de 
ADN podrían ser los causantes de la ausencia de productos de PCR. El marcador 
Am2B-1, en cambio, amplificó pero solo a 50°C de temperatura de annealing, valor muy 
cercano al que se obtuvo cuando se usó en Thunnus obesus. Este marcador también 
fue probado en otras especies como “sigano jaspeado” (Siganus rivulatus) o la “perca 
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del Nilo” (Lates niloticus) pero se obtuvieron valores diferentes en las temperaturas de 
annealing (59° y 52° respectivamente) que amplificaron correctamente (Hassan et al., 
2002). 
 
7.2 Presencia de pseudogenes 
Los marcadores Act-2 y MHC-II fueron evaluados con distintas temperaturas de 
annealing: 50°, 55° y 60°C. Las corridas electroforéticas de Act-2 (para 55° y 60°C) 
presentaron 2 bandas, una intensa y otra tenue en posición superior, se tomó la de 
mayor temperatura (60°C) para tener mayor especificidad en la reacción de PCR. El 
marcador MHC-II también presentó 2 bandas bajo 55°C como temperatura de annealing 
y se tomó esta debido a que bajo 60°C no amplificaban para todas las muestras 
evaluadas. 
Al respecto, la amplificación de varios loci a partir de un sistema intrónico en el PCR 
podría ser debido a genes copia o pseudogenes presentes. Los pseudogenes son genes 
que han perdido su capacidad funcional de traducirse en una proteína, debido a (1) 
mutaciones acumuladas en la zona promotora, (2) copias degeneradas de genes 
funcionales que produjeron su inactivación o (3) producto de una transcripción-reversa 
e inserción en el ADN parental (Balakirev & Ayala, 2003; Pink & Carter, 2013). 
 Los pseudogenes se han encontrado en plantas, bacterias, insectos y mamíferos, y 
tienden a mantener su estructura característica de exón - intrón – exón (Pink et al., 
2011). La presencia de más de 1 locus amplificado en scombridos fue reportado para 
MHC-II; 2 loci, en Thunnus obesus (Hassan et al., 2002) y en Act-2, 2 loci, en Scomber 
scombrus (Atarhouch et al., 2003). Pseudogenes en las muestras de caballa podrían 
aportar mayor información a este estudio; sin embargo, también podrían generar 
dificultades de lectura debido a solapamiento en los perfiles durante la genotipificación 
(Atarhouch et al., 2003). Por lo tanto los marcadores con bandas adicionales siguieron 
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con las pruebas de estandarización de reactivos para atenuar o evitar los productos 
adicionales en la genotipificación posterior.   
Las pruebas de estandarización relacionada a concentraciones de reactivos de PCR 
(MgCl2, dNTPS, primers, Taq pol) ayudaron a encontrar condiciones con bandas con 
mayor definición y sin inespecificidades para la mayoría de marcadores. El segundo 
locus encontrado en el marcador Act-2 fue disminuido en intensidad pero el marcador 
MHCII siguió presentando el 2do locus para algunas de las muestras amplificadas. En 
los estudios relacionados a pruebas de marcadores nuevos en varias especies, es 
notable apreciar que una fracción de los marcadores no amplifican; de la fracción que 
amplifica algunos son monomórficos (no informativos), mientras que los otros presentan 
más de 1 alelo, siendo dimórficos o polimórficos; otros pueden presentar más de 1 locus 
amplificado, multilocus (Hassan et al., 2002; Atarhouch et al., 2003). En el presente 
estudio, se llegaron a estandarizar las reacciones de amplificación de 8 de 10 
marcadores intrónicos con excepción de Gh-5 y Ck-7.  
 
7.3 Genotipificación de los marcadores intrónicos 
Los marcadores EPIC han sido usados en peces marinos (Borsa et al., 2012; 
Vasconcellos et al., 2015), de agua dulce (Carvajal, 2004; Barreta, 2004; Aliaga, 2004) 
e invertebrados (Behere et al., 2013; Gérard et al., 2013; Chow et al., 2015). Otros 
marcadores usados son los marcadores mitocondriales poseen una tasa de mutación 
mayor que la de los nucleares (Caccone et al., 2004) y son muy usados en estudios de 
diferenciación genética; han sido usados en la caballa, empleando el citocromo b (Zhu 
et al., 2014) y con la región control (Zardoya et al., 2004). Sin embargo, se han visto 
diferencias en los resultados obtenidos entre los marcadores mitocondriales y los 
marcadores nucleares (Palumbi y Baker, 1994), y esto puede ser debido a que los 
marcadores mitocondriales solo conservan la información materna lo que podría otorgar 
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un sesgo ligado al género en las muestras de la población. En cambio, los marcadores 
nucleares mantienen la información de ambos líneas parentales con lo que se dispone 
de mayor información, dentro de este tipo de marcadores nucleares se encuentran los 
intrónicos que han demostrado proveer información alélica de alta resolución 
comparable a los estudios en ADN mitocondrial.  
La genotipificación de los 8 marcadores intrónicos resultó en 19 alelos totales 
reconocidos. Los marcadores GnRH3-1 y GnRH3-2 tuvieron solo 1 alelo al igual que 
Act-2 (marcadores monomórficos), con esta falta de variabilidad no fueron informativos 
y se descartaron para posibles estudios de genética poblacional en la caballa Scomber 
japonicus en el área geográfica de estudio. 
Los marcadores GnRH3-3, Am2B-1 y MHCII mostraron 2 alelos cada uno (dimórficos), 
el marcador Am2B-3 mostró 3 alelos; sin embargo, estos tampoco fueron considerados 
informativos debido a que la mayoría de los individuos tenían un genotipo de 1 solo alelo 
(individuos homocigotos) dejando a unos pocos individuos con el resto de alelos poco 
representados. El marcador Am2B-3 tuvo una mayor variabilidad entre los individuos 
genotipados que los marcadores anteriores; sin embargo, las bandas eran borrosas y 
aunque se hicieron corridas verticales a una mayor concentración de poliacrilamida 
(cambió de 6% a 8%) para aumentar la resolución de estas, el resultado no varió y 
tampoco fue considerado para las evaluaciones de diversidad genética. 
Algunos autores evaluaron la amplificación de primers EPIC-PCR en muestras de 
diferentes grupos taxonómicos (Bierne et al., 2000; Hassan et al., 2002; Gérard et al., 
2013; Chow et al., 2015) obteniendo resultados positivos en gran parte de ellos; respecto 
al número de loci que resultaron polimórficos, obtuvieron entre 21 y 40.7% del total 
evaluado (Hassan etal., 2002; Atarhouch et al., 2003), considerando como loci 
polimórficos a los que presentan de 2 a más alelos distintos. Si tomamos en cuenta esto, 
en el presente estudio tendríamos 5 marcadores con más de 2 alelos, aunque la mayoría 
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de estos no serían informativos debido a la baja representatividad de algunos alelos, 
obteniendo finalmente un marcador polimórfico e informativo (Cam-4). 
 
7.4 Caracterización del marcador Cam-4 
El marcador Cam-4 mostró 7 alelos en 42 individuos de las 3 zonas (norte, centro y sur) 
y fue el único de los 8 marcadores que fue empleado en las pruebas de caracterización 
(Figura 12). Los marcadores EPIC han sido empleados en estudios de genética 
poblacional en otras especies como sardina, para Cam-4, donde se encontraron 6 alelos 
en un total de 346 individuos del Océano Atlántico y el Mar Mediterráneo (Atarhouch et 
al., 2007) y 7 alelos en Sicyopterus lagocephalus en el Océano Indico (Hoareau et al., 
2007).  En el presente estudio los genotipos reconocidos fueron 7 en total en toda la 
población, con el genotipo 1 (código 0101) y el genotipo 7 (código 0606) como los más 
frecuentes que representaron el 67% y 21% de todos los individuos evaluados 
respectivamente. De similar forma, los alelos más frecuentes fueron el alelo 01 y 06 con 
71.8% y 20.8% de los individuos evaluados respectivamente, esto dejó a los demás 
alelos poco representados. 
La heterocigosis observada (Ho) y esperada (He) en caballa en este estudio fue de 
0.123 y 0.422 respectivamente; en otras evaluaciones con marcadores intrónicos, en 
sardina fueron de 0.51 y 0.67 respectivamente (Atarhouch et al., 2007), en Sicyopterus 
lagocephalus de 0.455 y 0.527 respectivamente (Hoareau et al., 2007), en atún de 0.521 
y 0.488 respectivamente (Chow y Nakadate, 2004) y en la corvinilla fue de 0.376 y 0.503 
respectivamente (Vasconcellos et al., 2015); considerándose todos estos casos como 
valores moderados de heterocigosidad, aunque en algunos casos fue suficiente para 
determinar una diferenciación entre subpoblaciones (Atarhouch et al., 2007; Borsa et 




Tabla 12. Valores de heterocigocidad observada (Ho) y esperada (He) empleando 
marcadores intrónicos en otras especies. 
Nombre 
común 
Especie Ho He Estudio 
Sardina Sardina pilchardus 0.51 0.367 Atarhouch et al., 2007 
Corvinilla Sicyopterus lagocephalus 0.455 0.527 Hoareau et al., 2007 
Atún Thunnus alalunga 0.521 0.488 Chow y Nakadate, 2004 
Corvinilla Micropogonias furnieri 0.376 0.503 
Vasconcellos et al., 
2015 
Pez espada Xiphias gladius 0.388 0.408 Chow, 1998 
Caballa Scomber japonicus 0.123 0.422 Presente estudio, 2017 
 
Los resultados de este estudio muestran que la heterocigosidad esperada es 
significativamente mayor a la heterocigosidad observada, y esta diferencia es la mayor 
reportada con respecto a trabajos con intrones en otras especies, comportamiento 
similar se ha observado en la corvinilla. Tabla 12. Los valores de PIC para Cam-4 son 
considerados como intermedios a pesar de tener 7 alelos diferentes, esto podría ser 
debido a la baja frecuencia de varios de ellos, considerando que la estimación del valor 
PIC es influenciada por el número y frecuencias de los alelos. 
Las poblaciones de Paita y Ventanilla presentan desviaciones significativas del equilibrio 
de Hardy-Weinberg, debido a un déficit de heterocigotos. A diferencia de la población 
central de Ventanilla que se halla en equilibrio. Varios autores han encontrado déficit de 
heterocigotos en estudios en diversidad genética y estructura poblacional (García De 
León et al., 1997; Gutierrez-Rodriguez & Lasker, 2005; Tripp, 2009 Paredes, 2013; 
Berdugo & Narvaez, 2014; Tang et al., 2016). 
7.5 Déficit de heterocigotos. 
Estos déficits de heterocigosidad pueden ser atribuidos principalmente al efecto 
Wahlund y/o endogamia (Gutierrez-Rodriguez & Lasker, 2005), seguidos de la selección 
natural, alelos nulos, cruzamiento no aleatorio; aunque, determinar la causa del déficit 
de heterocigotos en la población puede ser prácticamente imposible y podría incluso 
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tener una explicación combinada con las alternativas mencionadas (García De León et 
al., 1997; Sanches, 2007).  Ha sido detectado en intrones de moluscos (Arias et al., 
2009) 
En el caso del efecto Wahlund, este déficit de heterocigotos se debería a la presencia 
de subpoblaciones con diferencias en sus frecuencias alélicas debido al efecto de la 
deriva y el flujo génico, es así que aunque las subpoblaciones estén en equilibrio HW, 
se evidenciaría desequilibrio de HW en la población total. Las causas que explicarían 
este fenómeno serían la dispersión de los individuos en una extensa área geográfica o 
la presencia de una barrera física o ecológica que limitaría el flujo génico (Wahlund 
1928, Garnier-Géré & Chikhi, 2013). Sin embargo, si consideramos la aparente ausencia 
de barreras geográficas en el ambiente marino, el potencial de dispersión y el flujo 
génico de las poblaciones de peces marinos (Palumbi, 1994); y las características 
hidrodinámicas propias de especies pelágicas, como la caballa, con alta dispersión de 
adultos que facilita el fujo génico entre poblaciones y que hace poco probable al efecto 
Wahlund. Cabe señalar que algunos estudios demuestran que barreras físicas marinas 
como fuertes corrientes oceánicas y giros condujeron a una fragmentación 
intraespecífica en algunas especies de peces (Zardoya et al., 2004) y se tendría que 
demostrar la presencia de estas barreras en este caso. Ademas solo una de tres 
poblaciones se halla en equilibrio. Por lo que este efecto no podría ser el responsable 
de la desviación observada. 
El apareamiento no aleatorio puede ser otra razón para la desviación del equilibrio de 
Hardy Weinberg (HWE). Se asume que los individuos en una población presentan un 
apareamiento al azar; la mayoría tiende a aparearse entre individuos cercanos 
geográficamente (Garnier-Géré & Chikhi, 2013); la endogamia es otra posible causa del 
déficit de heterocigotos, reduciendo la supervivencia, la resistencia ambiental y la 
fertilidad de la descendencia de organismos relacionados (Keller & Waller, 2002; 
Charlesworth & Willis, 2009). La endogamia y la pérdida de diversidad genética reducen 
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la resistencia a enfermedades y toxinas en las poblaciones, como se ha visto 
experimentalmente en Drosophila melanogaster expuesta a Serratia marcescens y a 
thuringiensina, una toxina de Bacillus thuringiensis (Spielman et al., 2004) y ocurre en 
poblaciones de cualquier tamaño, pero sus efectos son más notorios en pequeñas 
poblaciones (Wang et al., 2002). Los índices de endogamia en las poblaciones de Paita 
e Ilo son muy altos y estos podrían indicar la presencia de alguna restricción al flujo 
génico entre ambas localidades, la distancia geográfica podría ser considerada. En una 
región de menor extensión al mar peruano entre el mar del Este de China y las aguas 
japonesas, se ha detectado dos unidades poblacionales diferentes (Cheng et al., 2015). 
La mayor distancia geográfica favorecería la endogamia y por lo tanto el incremento de 
los homocigotos en varios loci en las poblaciones distantes de Paita e Ilo. 
La selección natural puede ser otra de las posibles causas de desviación de HWE. Se 
asume a priori que el marcador intrónico Cam-4 no se halla bajo selección natural, 
debido a que es una región nuclear no codificante y un marcador esencialmente neutral, 
pero no podemos descartar totalmente que la selección afecte a este tipo de marcador. 
Los intrones poseen secuencias señal (Harris & Senapathy, 1990), las cuales son 
importantes para el adecuado proceso de empalme o maduración del ARNm, así como 
también son elementos cercanos a una región codificante (los exones) formando parte 
del gen, es decir se hallan estrechamente ligados.  Es decir, se hallan indirectamente 
sujetos a la selección del gen del cual forman parte, a este se conoce como el efecto 
Hill-Robertson (Barton, 2010). Adicionalmente en los modelos de selección hitchhiking 
se predice que regiones cercanas a sitios que experimentan selección positiva deberían 
albergar niveles reducidos de polimorfismo neutral (Smith & Haigh 1974), En resumen, 
en el caso de los EPICs la selección actúa en las regiones codificantes vecinas, 
favoreciendo alelos ventajosos, pero este efecto se detecta indirectamente en una 




Aunque, parece ser que el tamaño de los intrones tendría una relación con la selección 
en genes altamente expresados (Castillo- Davis et al., 2002) y calmodulina es un gen 
activo en muchas de las reacciones metabólicas, movimiento intracelular, contracción 
muscular, procesos inflamatorios y demás; en contraste, Fox y Wolf (2006) mencionan 
que la mayoría de intrones han persistido durante mucho tiempo y que los niveles de 
variación en la longitud de ellos es alto indicando que la longitud de los intrones podrían 
no estar siendo afectados por una fuerte selección. Estudios posteriores han seguido 
empleando marcadores EPIC-PCR (Gérard et al., 2013; Jiang et al., 2014; Yao et al., 
2015; Chow & Yanagimoto, 2016).   
7.6 Alelos nulos  
Otra causa es que el déficit de heterocigotos se deba a artefactos técnicos, 
denominados alelos nulos. La incidencia de alelos nulos es común en marcadores 
microsatélites pero son raras cuando se emplean intrones. Esta incidencia implica una 
reducción de la diversidad en la detección de alelos debido a mutaciones en los lugares 
de unión de los primers lo que ocasiona la amplificación de solo uno de los alelos (en 
ocasiones ningún alelo), resultando como individuos homocigotos.  
Los resultados indican que hay una alta probabilidad de presentar alelos nulos en las 
zonas norte (0.7451) y sur (0.7643), subestimando la cantidad de alelos presentes, con 
lo que se estaría obteniendo una estimación parcial de la diversidad genética en la zona 
de muestreo total. Pero la interpretación de alelos nulos en el caso de este tipo de 
marcadores es diferente, debido a que los primers son diseñados en la región 
codificante la cual se halla altamente conservada y se halla bajo presión de selección, 
si alguna mutación se produjese en esta región haría inviable al individuo al producir se 
una proteína anómala por lo que este tipo de mutaciones no serían muestreadas en la 
población debido a que serían eliminadas en las etapas tempranas del desarrollo del 
individuo. Si un genotipo homocigoto nulo/nulo es letal para este marcador universal (la 
66 
 
mutación afecta la función del gen) ellos no pueden ser detectados en la muestra. En 
cambio, en los microsatélites los primers se hallan en regiones no codificantes que 
pueden acumular mutaciones que afecten drásticamente la unión del primers pero no 
estarían sujetas a selección, estas mutaciones pueden fijarse en la población.  
Por tal motivo la estimación de alelos nulos para intrones tiene una fundamentación e 
interpretación biológica distinta para la cual fue diseñada (microsatélites), los alelos 
nulos serían eliminados de la población en etapas tempranas de desarrollo del individuo. 
Aunque, una alternativa sería verificar con la actual disponibilidad de información 
genómica el grado de conservación de estos sitios de unión al primer y si fuera el caso 
diseñar primers en lugares distintos a los anteriores pero dentro de los mismos exones.  
A diferencia de lo detectado con el microsatélite SJT18, marcador neutral, que se halla 
en las mismas localidades en equilibrio de HW y el marcador mitocondrial que revela 
una sola unidad poblacional (Barahona 2014). Bajo este modelo de EPICs la población 
de Ventanilla se halla en equilibrio HW y no presenta déficit de heterocigotos, pero 
contratariamente las poblaciones de Paita e Ilo se hallan en desequilibrio, esta podría 
ser reflejo del efecto de selección hitchhiking en el gen, o esto sería un reflejo del bajo 
tamaño de muestra empleado en el presente estudio, a pesar de ser esta altamente 
significativo. 
 
7.7 Desembarques de caballa 
Las condiciones ambientales durante los periodos de verano del 2012, 2013 y 2014 
estuvieron dentro del rango normal y un ligero calentamiento a comienzos de marzo del 
2014, periodo que estuvo fuera de las fechas de muestreo. La temperatura superficial 
del mar, la temperatura del aire y el nivel medio de mar se normalizaron en toda la costa 
peruana a mediados de ese año descartando la posible presencia de El Niño (ENFEN, 
2012; 2013; 2014).  
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El recurso caballa tuvo una cuota de pesca de 48 000 t para el año 2013 (R.M. 363-
2013-PRODUCE) y los desembarques industriales de caballa fueron de 33 000 t en el 
2013 y 34 000 t en el 2014 aproximadamente, mientras que la pesca artesanal 
desembarcó 4 000 t en el 2013 y 4 600 t en el 2014 (IMARPE 2013, 2014). Los valores 
de desembarques de la pesquería industrial presentan valores alrededor de 30 000 - 40 
000 t anuales; sin embargo, cabe señalar que se muestran desembarques alternados 
de cantidades que disminuyen hasta 2 000 y 6 000 t como sucedió en los años 2010, 
2012 y 2015 (IMARPE 2010, 2012, 2015).  
Las condiciones normales que encontramos en los factores ambientales y en los valores 
de desembarques de caballa, antes y durante el periodo de muestreo 2013 y 2014, 
sugiere no tomarlos como posibles causantes de un alto índice de endogamia, tomando 
en cuenta a la incidencia de alelos nulos como una probable explicación de la alta 
presencia de homocigotos en este estudio.  
Se debe tener en cuenta que en este estudio se evaluó la diversidad genética en torno 
a polimorfismos de longitud (como inserciones o deleciones) en las que la variabilidad 
está marcada por el aumento o disminución del tamaño de los intrones. Las mutaciones 
como las inversiones o las mutaciones puntuales, como los SNPs, no son detectadas 
por las técnicas de genotipificación utilizadas en este estudio debido a que no significan 
un cambio en el tamaño del intrón. Estos últimos tipos de mutación se podrían detectar 
con técnicas de secuenciamiento y junto con las condiciones de PCR obtenidas en la 
estandarización en este estudio se podría obtener mayor información genética de este 
recurso, especialmente en los marcadores que mostraron mayor variabilidad, como los 




7.8 Evaluaciones genético-poblacionales en caballa 
La variabilidad genética de la caballa Scomber japonicus ha sido evaluada empleando 
varios tipos de marcadores en distintas regiones. Tabla13.  
Los marcadores mitocondriales son más sensibles para detectar pasados eventos de 
deriva génica en comparación a los microsatélites. A su vez estiman en el caso de 
Scomber japonicus una mayor diversidad que los microsatelites y los intrones. A nivel 
de estructuración poblacional, los microsatélites tienen una capacidad resolutiva más 
fina que los marcadores mitocondriales, principalmente por el tipo de herencia 
(biparental y matrilineal, respectivamente), además que en las secuencias del marcador 
mitocondrial un locus (un sitio del alineamiento es bialélico) pero que un microsatélite 
es multialélico y el poder de estos últimos es mayor a medida que incrementa su número. 
Tambien hay que considerar la diferente tasa de mutación de los marcadores 
empleados, entre los cuales los intrones poseen la menor, pero ofrecen la ventaja de 
detectar y discutir el efecto de Hill-Robertson que mediante el hitchhiking permite 
detectar indirectamente posibles efectos de la selección en el marcador. 
Tabla 13. Estudios empleando marcadores mitocondriales y nucleares en caballa 
Scomber japonicus. 
 
Otro punto importante son las características del ambiente donde se habitan las 
poblaciones de caballa. Los ambientes donde se encuentran las poblaciones del Mar 
Mediterráneo y del Mar de China presentan islas, giros (como en el Mar Adriático) y 
Tipo de marcador Marcador He Ubicación Referencia 
Mitocondrial Región control 0.98 - 1 
Mar Mediterráneo y  
Océano Atlántico 
Zardoya et al., 2004 
Mitocondrial Citocromo b 0.51 - 0.97 China Zhu et al., 2014 
Nuclear Microsatélites 0.68 - 0.81 China Cheng et al., 2014 
Nuclear Microsatélites 0.452 - 0.701 China Cheng et al., 2015 
Mitocondrial Región control 0.72 - 0.96 Perú Barahona 2014 
Barahona 2014 Nuclear Microsatélite 0.35 - 0.53 Perú 
Nuclear Intrónico 0.34 - 0.49 Perú Presente estudio 
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extensiones de costa que podrían significar una limtación en torno a la movilidad. A 
diferencia del mar peruano donde la única formación geográfica considerable es la 
Dorsal de Nazca que debido a su profundidad (2000-3000m) no representa una barrera 
geográfica propiamente dicha que restrinja el flujo del recurso en la zona, aún así la 
población de caballa en nuestro mar presenta diversidad elevada usando la región 
control (Barahona, 2014).  
Los valores de diversidad obtenidos por Barahona (2014) usando el microsatélite SJT18 
(11 alelos) son considerados intermedios en diversidad y cercanos a los obtenidos en 
este estudio empleando Cam-4 (7 alelos), aún cuando el primero obtuvo más alelos. 
Estos como todos los marcadores presentan pros y contras, en el caso de los 
microsatélites el efecto stuttering, característico de su variabilidad, significó una 
reducción de los marcadores a probar, junto con la probable incidencia de los alelos 
nulos (Hoareau et al., 2007); los intrónicos, por otro lado, no presentan el efecto 
stuttering como las anteriores. Sin embargo, la presencia de alelos nulos aún cuando en 
teoría son raros en intrones podría originar valores elevados de endogamia (Fis) en 
Cam-4.  
El presente estudio es el primer trabajo en que se evalua la diversidad genética de la 
caballa empleando marcadores intrónicos. Siendo necesaria mayor información de 
distintos marcadores: mitocondrial (como citocromo b), otros microsatélites e intrónicos 
polimórficos (como Am2B-3, Cam-4 y más) junto con tecnología de secuenciamiento 
que podrían aportar información de mayor resolución y complementar el conocimiento 










• Las condiciones finales de estandarización de PCR para 8 de 10 marcadores 
intrónicos fueron determinadas para caballa (GnRH3-1, GnRH3-2, GnRH3-3, 
Am2B-1, Am2B-3, MHCII, Act-2, y Cam-4), lo que permite disponer de las 
condiciones adecuadas para futuras evaluaciones genéticas empleando estos 
marcadores. 
 
• El grado de polimorfismo de estos marcadores intrónicos evaluados fue: 
monomórficos (GnRH3-1, GnRH3-2 y Act-2), dimórficos (GnRH3-3, Am2B-1 y 
MHCII) y polimórficos (Am2B-3 y Cam-4). Cam-4 fue informativo para evaluar 
polimorfismos de longitud; sin embargo, todos estos marcadores caracterizados 
pueden ser empleados para evaluaciones de mayor resolución mediante 
técnicas de secuenciamiento.  
 
• La diversidad genética de la población de Scomber japonicus en el mar peruano 
empleando el marcador Cam-4 fue moderada He=0.422 con significante déficit 
de heterocigotos en la costa peruana especialmente en las zonas norte (Fis: 
0.85) y sur (Fis: 0.87). 
 
• Los alelos 01 y 06 estuvieron en las tres zonas con mayor frecuencia (72 y 21% 
respectivamente); mientras que el alelo 04 estuvo solo en la zona norte (Paita), 
los alelos 05 y 07 solo en la zona centro (Ventanila) y el alelo 02 solo en la zona 
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